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摘  要 
以合浦珠母贝 Pinctada Fucata 的外套膜和内脏团为提酶材料
经 Tris-HCl 缓冲液 pH8.9 抽提 正丁醇处理 硫酸铵分级分离获得粗
酶制剂 进一步经过 Sephadex G-150 凝胶过滤柱层析 DEAE-32 离子交
换柱层析等纯化 获得电泳和层析单一纯的碱性磷酸酶制剂 比活力达
8723 unit/mg 测定酶的分子量为 85.5 kD 是由两个分子量为 43 kD 的
相同的亚基组成  
该酶对底物 pNPP 的水解反应的最适温度是 45 °C 最适 pH 为 9.72
活化能为 20.14 kJ mol-1 初速度为 6.1 µmol L 1 min 1 米氏常数
Km为 2.86 mmpl/L 最大反应速度 Vm为 9.09 µmol/(L min)  
HPO4
2-是合浦珠母贝碱性磷酸酶催化 pNPP 水解的产物之一 WO4
3-是产
物类似物 它们对酶均起了较强的抑制作用 其中 10 mmol/L 的 HPO4
2-使
酶活力仅余 29 而 10 mmol/L 的 WO4
3-使酶活力仅余 33 它们对酶
活性的抑制类型均是竞争性抑制 正一价和正三价的金属离子对酶活力无
影响 正二价的金属离子中 Mg2 Ca2+ Mn2+ Co2+对酶有明显的激活作
用 其激活程度分别为 164.7 % 134 % 226.2 % 128.64 % 而 Cd2+
Pb2+ Zn2+ Cu2+对酶有抑制作用 其抑制效果分别为 82.3 % 73.2 % 23.68 
% 30.9 % 其中 Mg2+对酶的激活作用是非竞争型激活 Co2+对酶的激活
作用不同于 Mg2+的激活类型 属于竞争型激活 Mn2+对酶的激活类型不同
于 Mg2+和 Co2+ 属于混合型激活 Zn2+对酶的抑制类型是典型的反竞争型抑
制 DTT 对酶有明显的抑制作用 随着 DTT 浓度的加大 酶逐渐丧失活力
DTT 对酶的抑制类型属于非竞争型抑制 EDTA 是一种金属离子鳌和剂 它
能夺走碱性磷酸酶分子内的金属离子 以 EDTA 为效应物 随着 EDTA 浓度
的增大及作用水时间的延长 酶分子内的金属离子逐渐丧失 酶活力下降
直至完全失活 关于 EDTA 对酶的抑制类型属于竞争性抑制作用  
以盐酸胍 脲及 SDS 为变性剂 紫外光吸收图谱表明酶分子的构象
发生了变化 6 mol/L 的盐酸胍能使酶活力下降到 3 而同样浓度的脲
















研究盐酸胍对酶的失活动力学 发现经过盐酸胍预处理 24 h 的酶是
不可逆失活 整个动力学模型呈不可逆的竞争性抑制  
研究插核对合浦珠母贝外套膜上碱性磷酸酶比活力的影响 结果表
明 开始由于创伤 该酶比活力下降 而后开始提高 可见在珍珠质形成
和分泌的过程中 该酶的比活力会有明显提高  
关于一些药剂对外套膜小片上碱性磷酸酶活力的影响的试验结果表
明 PVP ATP 促珠泌素混合试剂能较有效提高酶活力 这对人工育珠的
产量和质量有一定的影响  
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Pinctada martensii dunker alkaline phosphatase (EC3.1.3.1) 
is a metalloenzyme, which catalyzes the nonspecific hydrolysis of 
phosphate monoester. In this present paper, we purified theenzyme 
from the mantle of Pinctada martensii Dunker. The relative activity 
of the enzyme was8723 unit /mg. The kinetics characters of the 
enzyme have been studied. The optimumtemperature for the enzyme to 
catalyze the hydrolysis of p-nitrophenylphosphate (pNPP) is at 45°C. 
If the pH value of the assay system was equal to 9.72, the enzyme 
would become the mostactive. The activation energy of the enzyme 
is 20.14kJ/mol. The Michaelis-Menten constant (Km) of the 
hydrolysis pNPP catalyzed by the enzyme is 2.86mmol /L and the 
maximum velocity (Vm) is 9.09 µmol � L-1 � min-1, the initial 
velocity (V0) of the hydrolysis is 6.1 µmol � L-1 � min-1.  
The product HPO4
2-and the product-analog WO4
3- could 
competitively inhibit the activity of the enzyme, and the 
inhibitory constants are 0.894 mmol/L and 1.203 mmol/L, 
respectively. The positive monovalent alkali ions (Li+, Na+, K+) have 
no effects on the activity of the enzyme.; positive bivalent ions 
have different effects on the enzyme: Mg2+, Ca2+,Co2+,Mn2+ could active 
the enzyme, but Zn2+, Cu2+,Cd2+  could inhibit the enzyme. 
The conformational changes of the Pinctada Fucata alkaline 
phosphatase have been studied in Gu-HCl, Urea, SDS solutions with 
different concentrations, respectively. The results showed that 
increasing the Gu-HCl, Urea or SDS concentrations caused the 
alkaline phosphatase activity decrease to different degrees. 
6mol/L Gu-HCl, 6mol/L Urea or 50 mmol/L SDS has been commixed with 













enzyme was less than 3%, 28.1% or 4.7% of the original activity, 
respectively. The conformational changes caused by Gu-HCl, Urea or 
SDS have been studied by using ultraviolet contrast spectra. The 
kinetics of inactivation by Gu-HCl at low concentrations has been 
studied using the kinetic method of the substrate reaction. Gu-HCl 
can irreversibly change the conformation of the enzyme, the 
inhibition rate constant KI=0.303 min
-1⋅mol-1⋅L. 
 EDTA can combine the metal ions from the molecular of alkaline 
phosphatase. Commixed EDTA in different concentrations with the 
enzyme, incubated at 4°C for 24 hours, the activity was less than 
1% of the original activity. The inactivation type of EDTA has been 
studied, the results showed that EDTA could competitively inhibit 
the activity of the enzyme.  
Bromoacetic acid (BrAc), dithoibisnitrobenzaic acid (DTNB), 
N-bromosuccinimide (NBS), acetyl acetone, formaldehyde have been 
used to modify the amino acid residues, respectively. The results 
showed that the active site of the enzyme have one histidine residue 
and one tyrosine residue.  
Dithiothreitol (DTT) can break the bisulfide bonds. When the 
solution contained different concentrations of DTT, the activity 
of the enzyme would be inhibited obviously. The left activity was 
only 7% of the original activity, when the concentration of DTT was 
up to 0.625mmol/L in the solution. The inhibition type of DTT on 
the enzyme was competitive. 
Some chemical reagents, such as PVP, ATP and so on, were used 
to treat the little pieces of the mentle. Studied the activity 
changes of the akaline phosphatase on the little pieces of the 
mentle. The rsults showed that all the reagents could rise the 













the activity rised the highest. 
 
  
Key words: Pinctada martensii dunker; mantle; Alkaline phosphatase; 
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第一章   前言 
 
1 1  碱性磷酸酶的研究概况 
 




球化学循环过程中 碱性磷酸酶起了极其重要的作用 而在生物体内 碱
性磷酸酶直接参与磷的代谢活动 与磷和钙离子的消化 吸收 分泌以及
骨骼的代谢直接相关  
据报道 碱性磷酸酶广泛地存在于动物界和微生物界 但在植物界
尚无发现 以往的研究表明 大多数的 ALP 是一种二聚体蛋白 即是由两
个亚基组成 而每个亚基的活性中心均有两个 Zn2+和一个 Mg2+ 是一种典
型的金属酶 组织化学的研究表明 ALP 是一种膜结合蛋白 它在细胞质
中被翻译后 由高尔基体运送分泌出细胞膜外 与细胞膜上的一种糖蛋白
聚糖磷酯酰肌醇 Glycosyl-Phosphatidyl Inostol, GPI 在特定位
点结合 锚定在细胞膜的外侧的特定位点[4-5] 近年来 人们对 ALP 的分
子构象 催化机理 影响其基因表达的因素及其折叠与去折叠过程都进行
了广泛而细致的研究 并取得了显著的成果  
在分子构象的研究方面 研究人员已经把大肠杆菌 E.coli 的 ALP
制备成单晶[6] 用分辨率为 0.19nm 的晶体衍射仪进行晶体衍射 根据所
得到的晶体衍射图谱可推知 大肠杆菌的 ALP 是一种同型二聚体蛋白质分
子 其整体构型大约是 10nm 5nm 5nm 两个活性中心大约相距 3nm 每
个活性中心均有两个紧密相连的 Zn2+ Zn1 和 Zn2 和一个 Mg2+ 这三个金
属离子在活性中心的金属离子结合位点上排列成一个三角形 其中 Zn1
和 Zn2 之间相距 0.4nm Mg 离子与 Zn1 离子相距 0.7nm 而与 Zn2 离子相
距 0.5nm 大肠杆菌的 ALP 的每个亚基中还有两个分子内二硫键[7-9] 分别













Cys-286-Cys-336 是酶活性所必需的 而二硫键 Cys-168-Cys-178 则起了
稳定全酶构象 使酶分子形成抗蛋白水解酶构象 而对酶的活性没有影响
大肠杆菌 ALP 的第 412 位氨基酸是一个保守氨基酸即组氨酸 His412 [10],
它的咪唑基直接与 Zn1 离子相连 但定点突变的研究结果表明 His412
并不是酶活力所必需的氨基酸残基 但它对酶活力的维持起了重要作用
另外 His331 和 Asp327 也是相当保守的两个氨基酸残基  
在 ALP 催化机理的研究方面 Kim&Wyckoff[11]利用钒酸盐作为底物
类似物与酶结合后 由于钒酸盐无法被水解 从而使酶保留在酶与底物结
合的过渡态 通过对自由态酶和过渡态酶的晶体衍射图谱的比较分析 发
现 Ser-102 的羟基向钒酸盐旋转了 0.08nm 以便进行亲核攻击 Arg-166
的位置几乎没有发生改变 但它的侧链向后大约移了 0.05nm 以维持钒
酸盐中的两个氧原子的相互作用 而 Zn1 离子一方面能与底物的负电基团
相互作用 起了连接底物的作用 另一方面它还与 Ser-102 以及一个水分
子相互作用 构成核心基团 由于 Zn1 离子的作用 导致该水分子的 Ka
值发生改变 成为又一个亲核攻击基团 Zn2 离子则能辅助 Ser-102 使
它维持在负电状态 以便对底物进行亲核攻击 通过对酶的过渡态的研究
Kim&Wyckoff 提出了一种新的 ALP 催化反应的机理 其具体内容如下 自
由酶 E 与底物磷酸单酯 ROP 相互结合 形成米氏酶 底物复合物
E ROP ,这一复合物在 Ser-102 的亲核进攻下 磷酸基团从底物上断
裂下来 并与酶结合成过渡态复合物 E-P 然后在下一轮的亲核攻击中
过渡态复合物的共价键被打断 从而形成非共价的酶与无机磷酸的复合物
E Pi 最后 无机磷酸被释放出来 酶恢复成自由酶 催化反应结束  
在 ALP 的折叠与去折叠及重折叠的研究方面 W Kenneth Walker et 
al [4,12]发现大肠杆菌的 ALP 在被翻译出来后 在细胞质中进一步折叠 由
于细胞质中存在大量的蛋白质水解酶 新生的 ALP 单体肽链必须快速有效
地得到氧化 产生足够多的分子内二硫键 折叠成对蛋白水解酶不敏感的
构象 才能进一步折叠成有酶活性的二聚体蛋白酶 由此可见 ALP 的体
内折叠在氧化条件下能较快地进行 而在还原状态下 ALP 的体内折叠就













其折叠的必要条件 而且 在体外折叠过程中 有明显的动力学截留现象
即其体内折叠模式与其体外折叠模式有显著差别  
哺乳动物来源的 ALP 与细菌来源的 ALP 有明显的不同[13-16] 主要表
现在 首先 细菌的 ALP 是由单基因编码的 而哺乳动物的 ALP 则是由多
基因编码的 其次 细菌 ALP 分子的两个亚基是完全一样的 而哺乳动物
ALP 分子的两个亚基则可能不同 且其单亚基在细胞中能维持构象稳定
并能不定向地调节两个亚基之间地相互作用 最后 哺乳动物 ALP 的分子
表面有一个独特的环状结构 它是由第 400 位到第 430 位的氨基酸残基组
成的 它不但能确定 ALP 的分子构型 维持 ALP 分子稳定性 还使 ALP
分子能与其它细胞间蛋白质分子 如胶原蛋白 相互作用  
在医学研究方面 早在 1927 年 Kay
[17]就发现某些骨骼疾病的患者
血清中 ALP 的活力显著提高 之后 人们又发现在肝胆疾病 骨质增生
某些癌症患者的血清中 ALP 活性均又极大提高[18-20] 因此 建立一系列灵
敏的 ALP 检测系统 检测血清中 ALP 的同功酶类型和活力 以达到某些疾
病的前期诊断的目的  
 
1 2  本论文的研究意义及研究内容 
 
合浦珠母贝 Pinctada Fucata 又称马氏珠母贝 是目前世界上
用于海水珍珠生产的主要贝类 其育珠产量占海水珍珠产量的 85 以上
合浦珠母贝在分类学上属于软体动物门 Phylum Mollusca 双壳纲
Class Bivalvia 异柱目 Order Anisomyaria 珍珠贝科 Family 
Pteriidae 珠母贝属 Grenus Pinctada 在我国 广西北海的北部湾
海域十分适合合浦珠母贝的生长繁殖 是合浦珠母贝养殖育珠的优良海
区 我国是第一个大量生产珍珠贝类人工育苗的国家 早在 1965 年就在
广西珍珠港成功地培育出合浦珠母贝人工育苗 1966 年就大量推广运用
于养殖生产 由合浦珠母贝生产出的珍珠又称为 南珠 并以其质地细
腻凝重 光润晶莹 浑圆剔透而驰名国内外 广西北海合浦是 南珠 的













珍珠不但是一种珍贵的饰品 还是珍贵的药材 据记载 珍珠具有
清凉解毒 镇定安神 清肝明目 退热祛痰 止痛消炎 收敛生肌等作用
可治小儿惊风 支气管哮喘 高血压 偏头痛 胃痛 皮肤溃疡 还可使
皮肤光滑幼嫩 具美容功效 分析珍珠的成分 可以看到 珍珠主要是由
碳酸钙和角蛋白组成 其中碳酸钙占了 81 至 95 角蛋白和其它有机
物总共占 5 左右 最多不超过 10 珍珠的形成过程 通常是由软体部
通常是外套膜 的上皮细胞分泌一种与珍珠的化学组成很相近的黏液
经酶的作用和自然脱水等过程 形成层覆一层的珍珠结构 其每一层的厚
度平均是 360nm 而珍珠贝每天能形成 2 8 层的珍珠薄层  
贝类的外套膜与贝壳和珍珠的形成有非常直接的关系 以往的研究
表明[21] 外套膜的外表皮细胞有强的碱性磷酸酶活性 而且 外套膜的外
表皮细胞比结缔组织细胞有更强的碱性磷酸酶活性 外表皮细胞比内表皮
细胞有更强的碱性磷酸酶活性 形成珍珠更快的珍珠贝有更高的碱性磷酸
酶活性[22] 这些结果都暗示 碱性磷酸酶与珍珠的形成有密切的关系 碱
性磷酸酶不仅涉及蛋白质的分泌 还参与蛋白质的合成以及贝壳与珍珠质
前身物质的形成与矿化过程 总之 碱性磷酸酶在珍珠的形成过程中 具
有广泛而重要的作用 我们试想 通过对合浦珠母贝的碱性磷酸酶的理化
性质特点的研究 探讨其对珍珠质形成的影响 阐明珍珠质形成的机理
这对提高人工育珠的水平 无疑具有重要的意义  
本研究从合浦珠母贝中分离提取碱性磷酸酶 进一步经过 DEAE-32 
纤维素离子交换柱层析和 Sephadex G-150 凝胶柱层析纯化 得到电泳和
层析单一纯的酶制剂 研究酶的理化性质 结构与功能关系 酶活性中心
功能基团性质 效应物对酶活力的影响及酶活力的调控 酶的抑制作用动





















2 1  材料与试剂 
 
合浦珠母贝 Pinctada Fucata 采自广西北海珍珠养殖场 
对硝基苯磷酸 pNPP 为 GiBcoBRL 产品 二乙基氨基乙基纤维
DEAE-32 为 Whatman 产品 葡聚糖凝胶 Sephadex G-150, G-75 为
Pharmacia 产品 十二烷基磺酸钠 SDS 5,5 -二硫代双 2-硝基苯甲
酸 DTNB 考马斯亮兰 R-250 G-250 均为 Sigma 产品 二巯基苏糖醇
DTT 系 BBI 产品 脲 Urea 聚乙烯吡咯烷酮 PVP 为 Amresco 产
品 盐酸胍 Gu-HCl 丙稀酰氨 Arc 和甲叉双丙稀酰氨 Bis 为 Fluka
产品 甲醇 乙醇 N 溴代琥珀酰亚胺 NBS EDTA 溴乙酸 甲醛
乙酰并丙酮 Na2CO3 NaHCO3 HCl Li2SO4 KCl MgSO4 CaCl2 GuCl2
Pb(Ac)2 CoCl2 CdCl2 MnCl2 Na2HPO4 Na3WO4 ZnCL2等为国产分析纯试
剂 益珠宝 益贝宝 促珠泌素均为北海国发清华海洋生物技术开发有限
公司出品  
 
2 2   仪器 
 
试验使用的主要仪器有 Ultospec 3000 分光光度计 Multi Phor III 
电泳仪 蛋白 Purify 系统 均为 Amersham Pharmacia Biotech 产品
细胞破碎仪 高速组织捣碎机 上海标本模具厂 超级恒温水箱 上海
试验仪器厂 CY-1 层析冷柜 北京仪诚科技公司 蠕动泵 自动部分
















2 3   方法 
 
2 3 1   碱性磷酸酶的分离纯化 
 
以合浦珠母贝的外套膜和内脏团为提酶材料 参考文献方法[26-27] 经
Tris-HCl 缓冲液 pH8.9 抽提 正丁醇处理 硫酸铵分级分离获得粗酶
制剂 进一步经过 Sephadex G-150 凝胶过滤柱层析 DEAE-32 离子交换
柱层析等纯化 具体步骤如下  
取合浦珠母贝的外套膜和内脏团 
加入 1/2 体积比的 0.02 mol/L Tris-HCL 缓冲液 pH 
8.9 含 0.02 mol/L NaCl 于高速匀浆机 10,000 r/min 
匀浆 2 3 min 置于 4 �C 冰箱中抽提 4 h  
匀浆液 
加入预冷的正丁醇 体积比为 1/5 缓慢加入 且边加
边搅拌均匀 于 4 �C 冰箱中抽提 1 h 4 �C 下 4000 r/min
离心 30min  
正丁醇抽提上清液 
缓慢加入研细的固体硫酸铵粉末至 0.35 饱和度 静置于
4�C冰箱中过夜 4 �C 下 4000 r/min 离心 30min 除去沉
淀的杂蛋白  
0.35 硫酸铵饱和上清液 
追加固体硫酸铵粉末至 0.7 饱和度 静置于 4 �C 冰箱中 4 
h 以上 4 �C 下 4000 r/min 离心 30 min 去除上清液
收集沉淀  
沉淀物 
溶解于 0.01 mol/L Tris-HCl 缓冲液 pH 8.9 中 并在
4 �C 冰箱中过滤 收集虑液  
粗酶制剂 













柱床规格为 2.4 100.0 cm 手工上样 调节出液口控
制流速在0.1 ml/min 洗脱时用蠕动泵把流速控制在0.2 
ml/min 洗脱液为 0.01 mol/L Tris-HCl 缓冲液
pH8.9 自动部分收集 每 25 min 集一管 每管 5 ml
检测洗脱液的蛋白浓度和酶活力 绘制洗脱图谱 合并
活力峰 冷冻干燥成固体 用 0.01 mol/L Tris-HCl 缓
冲液 pH8.9 溶解 并置于透析袋中透析除盐  
Sephadex G-150 洗脱酶液 
DEAE 32 离子交换柱层析纯化 
柱床规格为 2.6 50 cm 先用 0.01 mol/L Tris-HCl 缓
冲液 pH8.9 平衡 再上样吸附 上样的速度控制在
0.2 ml/min 然后用 2 3 倍柱床体积的 0.01 mol/L 
Tris-HCl 缓冲液 pH8.9 淋洗除去不吸附的蛋白 流
速为 0.2 ml/min 最后用 0.01 mol/L Tris-HCl 缓冲液
pH8.9 含 NaCl 浓度由 0至 1 mol/L 的直线梯度洗脱
梯度混合器两边的洗脱容量为 300 ml 自动部分收集
25 min 收集一管 每管 5 ml 流速为 0.2 ml/min 检
测洗脱液的蛋白浓度和酶活力 绘制洗脱图谱  
DEAE-32 洗脱液 纯酶液  




2 3 2   酶的纯度鉴定 
 
采用 SDS-聚丙稀酰胺凝胶电泳[25] native-聚丙稀酰胺电泳[25] 和蛋
白 purify 系统鉴定酶蛋白的纯度 SDS-聚丙稀酰胺凝胶电泳的分离胶浓
度为 10  Arc - 0.1 % Bis pH9.8 Tris-HCl 缓冲液 0.1 %SDS 浓缩胶
的浓度为 3  Arc - 0.15 % Bis pH6.7 Tris-HCl 缓冲液 0.1 % SDS
衡流电泳 浓缩胶为 15 mA 分离胶为 30 mA 用考马斯亮兰 R-250 染色
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